
































































































































































































































































































































































































































Tota1 21．6 21．3 23．2 23．2 23．0 23．0 21．9　　　22．3　　　23．0
　　　（X105　daltons）
aMolecular　weights　of　the　fragments　of　each　serotype　DNA　except　Ad2　were　estimated　from
　their　electrophoretic　mobility　using　Ad12　H碗dIII，　Ad7　EooRI　and　Ad2　Bα吻HI　fragments　as
　size　markers（Fig．5）．
b　doublet
ターンが得られ型別にも利用できることがわかる。
4考 察
　アデノウイルスは，咽頭結膜熱，急性気道疾患，肺
炎，流行性角結膜炎等の疾患を起こす．従来，分離ウ
イルスの型別同定には赤血球凝集抑制反応および中和
反応が用いられているが，前述のように，共に正確な型
決定に困難が伴う場合があり争6噌13）また各型の抗血清を
準備しなければならず，実用的診断法として必ずしも
簡便でない。またこれらの血清学的方法では同一血清
型内のstrain間の鑑別が不可能である．
　31の型を含むヒトアデノウイルスは，ウィルスDNA
の塩基配列のホモロジーから，A－E群に分類されてい
る｝5）同一群に属するウィルスDNAのDNA－DNAホ
モロジーは48－69％（A群）から99－100％（C群）で
あるが異草間のウィルスDNAでは4－23％にすぎない．
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ウイルスDNAのホモロジーによる分類は，ウイルス遺
伝情報の表現型である赤血球凝集反応による分類や，物
理的，化学的，生物学的性質の異同と高い類似性を示
す｝5）
　そこで我々は，特異的に4喝塩基対を認識して2本
鎖DNAを切断する制限酵素を用いてウィルス遺伝子
DNAを直接解析することによる簡便なアデノウイルス
同定法を検討した．本研究では，咽頭結膜熱の主因で
あるAd　3およびAd　7241を中心に同定法の検討を行なっ
た．制限酵素は，アデノウイルスDNAを分析可能な数
の特異的フラグメントに切断する6塩基対認識の酵素
の中から研ηdIII，魚規HI，翫JIおよび＆oRIを選ん
で用いた．既報212臥26｝のごとく本実験で得られた
Ad　7（strain　Grider）DNAの制限酵素切断パターン
を同一血清型であるstrain　Gomenの場合と比較する
と，翫∬切断パターンは完全に同一であり，また
躍ηdllI，　EooRI切断パターンは酷似しているが，
動〃zHI切断パターンによって二つのstrain間の違いが
明確に区別される．このように，適当な酵素を用いる
ことによって同一血清型内のstrain間の鑑別同定が可
能であることがわかる．またB群に属するAd　3（strain
G．B）およびAd　7（strain　Gomen）DNAは10種の制
限酵素による切断部位のうち52箇所が一致しており，
14箇所の切断部位がいずれか一方にのみ認められる26）
が，本報告に明らかなごとく」％吻HIを用いることによ
りAd　3（strain　G，B）とAd　7（strain　Grider）間も明
確に判別できる．
　従来より，ウイルス遺伝子DNAの制限酵素切断パ
ターンの検討には，精製ウィルスDNAが用いられてき
た．しかしながら，ウイルスDNAの調製のためには，
精製ウイルス粒子を出発材料とするため，多量の感染
細胞と労力，時間が必要である．最近，Wadell　and
De　Jong27｝はHirt法28）によって感染細胞からウイルス
DNAを濃縮しAd　19の制限酵素切断パターンを検討し
た．しかし，ウイルスDNAの濃縮は必ずしも必要では
なく，我々は，ウイルス粒子精製を行なわず，感染細
胞からウイルスDNAと細胞DNAを分離せずに抽出し，
この制限酵素切断パターンを調べた．MOI　1－10　PFU／
ce11でウイルスを接種した感染細胞から得られた感染細
胞DNAを用いても，細胞DNAに影響されることなく
ウイルスDNAの制限酵素切断パターンが得られ，また
このとき必要な感染細胞数は直径3cmのシャーレに培
養されたKB細胞の1／4程度あるいはそれ以下で良い
ことがわかった．感染細胞DNAの抽出は，操作が簡便
で短時日に行なうことが可能であり，また感染細胞数
の多少にかかわらずこれに応じたDNAの収量が安定
して得られるという利点を尊している．
　このように本法は多数の検体を容易に詳しく分析す
ることが可能であり，血清学的同定法との併用によって
流行strainの同定および流行伝播の正確な把握等に大
きな力を発揮するものと考える．さらに本法にSouthern
blot　hybridization29｝を利用することによりウイルス
DNAの検出感度は飛躍的に向上し，早く少量の感染細
胞を用いても，また低い感染価を示すウイルスの場合
でも頻回の継代によるウイルスの増殖をはかることな
くウイルスDNAの制限酵素切断パターンの検討が可能
になると考えられ，現在実験をすすめている．
5　結 語
　制限酵素切断パターンによるアデノウイルス同定法
を検討した結果，以下の成績を得た．
1）Ad　7（strain　Grider）DNAおよび感染細胞DNA
の制限酵素翫Zl，　H腕dIII，翫勉HIおよびE60RI切
断パターンを比較した結果，アデノウイルス感染細胞
DNAを用いた場合もウイルスDNAの制限酵素切断パ
ターンを調べることができた．
2）Ad　7（strain　Grider）DNAの各制限酵素切断パ
ターンを検討した結果，＆～11，H勿dIIIおよびE60RI
切断パターンは同一血清型であるstrain　Gomenの場合
と同一もしくは酷似しているが，動吻HIを用いること
によって二つのstrain間の差異が明確に検出されるこ
とが確められた．
3）Ad　3（strain　G．B）およびAd　7（strain　Grider）
感染細胞DNAの制限酵素切断パターンを研物dIII，
翫窺HI，＆z11およびE60RIについて検討し，判別に適
当な制限酵素の選択を行なった．その結果，励〃zHIを
用いることによってA群（Ad　12，　Ad　31），　B群（Ad　3，
Ad　7），　C群（Ad　2，　Ad　5），　D群（Ad　9，　Ad　13），　E
群（Ad　4）の各型とも判別可能な制限酵素切断パター
ンが得られた．
　これらのことから，感染細胞DNAの制限酵素切断パ
ターン検討することにより，比較的容易に，少量の細
胞を用いてアデノウイルスstrainの同定が可能である
ことが判明した．
　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲いただいた藤
永葱教授，田川貞嗣教授に深く謝意を表します．
　尚，本研究の一部は，文部省科学研究助成金（藤永）
により行なわれた．
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